Твердофазно-спектрофотометрическое определение аскорбиновой кислоты с использованием 2,6-дихлорфенолиндофенола, иммобилизованного в полиметакрилатную матрицу by Суханов, Алексей Викторович & Гавриленко, Наталия Айратовна
Витамин С – L	аскорбиновая кислота является
широко распространенным компонентом в пище	
вой и фармацевтической промышленностях. Син	
тетический витамин С широко используется в ка	
честве пищевых добавок и, следовательно, имеет
свой E номер (E300). Использование L	аскорбино	
вой кислоты в качестве пищевых добавок компен	
сирует потери витамина в процессе приготовления
пищи либо просто повышает природное содержа	
ние витамина. Также L	аскорбиновую кислоту ис	
пользуют в качестве антиоксиданта, что повышает
кислотность продуктов и увеличивает срок их хра	
нения. Общеизвестна значимость витамина С в ка	
честве компонента фармацевтических препаратов.
Обычно она используется не в чистом виде, а в сме	
сях с другими веществами, которые часто добавля	
ются для улучшения вкуса. L	аскорбиновая кисло	
та обнаружена у всех представителей растительно	
го мира, во всех частях растений, и часто в доста	
точно больших количествах.
Большинство методов количественного опреде	
ления аскорбиновой кислоты основаны на ее вос	
становительных свойствах. Традиционные титри	
метрические методы [1, 2] сложно использовать
при анализе растворов, имеющих собственную ин	
тенсивную окраску. Предложенные современные
высокочувствительные физико	химические мето	
ды определения аскорбиновой кислоты [3], имеют
общий недостаток – использование токсических
органических реагентов. Указанный недостаток
можно устранить, используя реагенты, иммобили	
зованные на твердых носителях. Кроме того, им	
мобилизованные реагенты могут быть использова	
ны для определения элементов в твердой фазе ме	
тодами спектроскопии, в качестве готовой анали	
тической формы для визуально	тестовых методов
анализа и чувствительного элемента в оптических
сенсорах. В данной работе, для разработки твердо	
фазно	спектрофотометрического метода определе	
ния аскорбиновой кислоты в экстрактах раститель	
ного сырья, было предложено использовать
2,6	дихлорфенолиндофенол (ДХИФ), иммобили	
зованный в полиметакрилатную матрицу.
Полиметакрилатную матрицу в виде прозрач	
ной пластины толщиной (0,60±0,04) мм получали
радикальной блочной полимеризацией по методи	
ке, описанной в работе [4]. Из исходной пластины
вырезали пластины размером 68 мм массой около
0,05 г. В работе использовали реактивы марки
«х.ч.», «ч.д.а.». Исходные растворы натриевой соли
2,6	дихлорфенолиндофенола и аскорбиновой ки	
слоты готовили растворением их точных навесок в
бидистиллированной воде. Рабочие растворы гото	
вили последовательным разбавлением исходных
растворов непосредственно перед использованием.
Необходимое значение рН создавали универсаль	
ным и цитратным буферными растворами [5].
Иммобилизацию ДХИФ в полиметакрилатную
матрицу проводили сорбцией из водного раствора
в статическом режиме. Для этого полиметакрилат	
ную матрицу помещали в раствор реагента и пере	
мешивали в течение 5 мин, при этом матрица окра	
шивалась в синий цвет, соответствующий окислен	
ной ионной форме реагента (max=630 нм). Спек	
тры поглощения и оптические плотности раство	
ров и полиметакрилатной матрицы измеряли на
спектрофотометрах Evolution 600 и Spekol 21. Оп	
тические характеристики полиметакрилатной ма	
трицы с иммобилизованным реагентом после кон	
такта с исследуемым раствором измеряли относи	
тельно немодифицированной полиметакрилатной
матрицы. Величину рН растворов контролировали
с помощью иономера И	160.
Взаимодействие аскорбиновой кислоты с им	
мобилизованным реагентом изучали в статическом
режиме методом твердофазной спектрофотоме	
трии. Для этого 50 мл раствора аскорбиновой ки	
слоты определенной концентрации и кислотности
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перемешивали 5...45 мин с 0,05 г полиметакрилат	
ной матрицы, модифицированной 2,6	дихлорин	
дофенолом. Затем измеряли оптическую плотность
в максимуме полосы поглощения ДХИФ в полиме	
такрилатной матрице.
Влияние рН раствора на восстановление аскор	
биновой кислотой иммобилизованного ДХИФ
изучали следующим образом: матрицы, с одинако	
вым содержанием реагента, перемешивали с ра	
створом аскорбиновой кислоты определенной
концентрации при заданном значении рН, парал	
лельно получали матрицы после контакта с раство	
ром с заданным значением рН, не содержащим ас	
корбиновой кислоты. Затем рассчитывали степень
восстановления иммобилизованного реагента – ,
по зависимости  от рН делали вывод об оптималь	
ном значении рН раствора.
Степень восстановления иммобилизованного
ДХИФ –  рассчитывали как
где A0, Ai – значения оптической плотности поли	
метакрилатной матрицы с иммобилизованным
ДХИФ после контакта с раствором определенной
кислотности в отсутствии и присутствии аскорби	
новой кислоты, соответственно. Измерение опти	
ческой плотности проводили при длине волны, со	
ответствующей максимуму поглощения иммоби	
лизованного реагента при данном значении рН.
Для изучения влияния количества реагента в
матрице и времени контакта с анализируемым ра	
створом на аналитический сигнал, готовили нес	
колько серий пластин, модифицированных в ра	
створах различной концентрации 2,6	дихлориндо	
фенола. Содержание реагента в матрице рассчиты	
вали по формуле:
где C0 и [C] – концентрации определяемого соеди	
нения в водном растворе до и после сорбции, соот	
ветственно, мг/мл, V – объем раствора, из которо	
го производится иммобилизация, мл, m – масса
полиметакрилатной матрицы, г.
Затем каждую из серий пластин приводили в
контакт с растворами аскорбиновой кислоты опре	
деленной концентрации при рН=3, в течение за	
данного времени. Экспериментальные данные
представляли в виде зависимости степени восста	
новления от содержания реагента в матрице.
ДХИФ является хорошо изученным окисли	
тельно	восстановительным индикатором [6]. Вос	
становленная форма ДХИФ бесцветна, а окислен	
ная форма действует как кислотно	основной инди	
катор, окрашенный в красно	розовый цвет в ки	
слом растворе (молекулярная форма, HR,
max510 нм) и в синий цвет в щелочном растворе
(ионная форма, R–, max605 нм). При этом синяя
окраска интенсивнее красной, индикатор в кислом
растворе в молекулярной форме неустойчив и вы	
падает в осадок. 2,6	дихлориндофенол традицион	
но используется в титриметрических методах опре	
деления аскорбиновой кислоты. Аскорбиновая ки	
слота восстанавливает окрашенный ДХИФ, с обра	
зованием бесцветного продукта. Реакция окисле	
ния – восстановления ДХИФ представлена на схе	
ме.
В работе [7] показана возможность использова	
ния полиметакрилатной матрицы с иммобилизо	
ванным ДХИФ в качестве чувствительного оптиче	
ского элемента для определения восстановителей,
в частности, аскорбиновой кислоты. После кон	
такта с раствором аскорбиновой кислоты интен	
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сивность окраски полиметакрилатной матрицы с
иммобилизованным ДХИФ уменьшается. Обес	
цвечивание сопровождается снижением оптиче	
ской плотности при 550 нм пропорционально со	
держанию аскорбиновой кислоты в растворе,
рис. 1. Изменение оптической плотности при дан	
ной длине волны было выбрано в качестве анали	
тического сигнала.
Для определения оптимальных условий взаимо	
действия иммобилизованного ДХФ с аскорбино	
вой кислотой были исследованы: рН раствора ас	
корбиновой кислоты, содержание реагента в ма	
трице и время контакта с анализируемым раство	
ром.
Для изучения влияния рН на интенсивность
взаимодействия иммобилизованного реагента с ас	
корбиновой кислотой была получена зависимость
степени восстановления реагента () от рН анали	
зируемого раствора, рис. 2. Наиболее полное вос	
становление иммобилизованного реагента наблю	
дается в области рН=2...3; для дальнейшей работы
было выбрано значение рН=3.
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Рис. 1. Спектры поглощения полиметакрилатной матрицы с иммобилизованным ДХИФ после контакта с раствором аскорби$



















Рис. 2. Зависимость степени восстановления иммобилизованного ДХИФ () раствором аскорбиновой кислоты концентраци$
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В ходе исследования влияния содержания реа	
гента в матрице на характер взаимодействия аскор	
биновой кислоты с иммобилизованным ДХИФ бы	
ла получена зависимость степени восстановления
иммобилизованного ДХИФ () от содержания ре	
агента в матрице (а) при рН=3 (рис. 3). Наиболь	
шая степень восстановления иммобилизованного
реагента наблюдается при его содержании в матри	
це 0,30...0,35 мг/г. На рис. 4 представлены зависи	
мости аналитического сигнала от концентрации
аскорбиновой кислоты в растворе при разном вре	
мени контакта полиметакрилатной матрицы c со	
держанием ДХИФ 0,35 мг/г; в табл. 1 приведены
параметры соответствующих градуировочных за	
висимостей. При увеличении времени контакта
увеличивается чувствительность определения, но
уменьшается диапазон линейности градуировоч	
ной зависимости.
Рис. 3. Зависимость степени восстановления иммобилизо$
ванного ДХФ () раствором аскорбиновой кислоты
различной концентрации от содержания реагента в
матрице (а), мг/г, сAsc: 1) 50; 2) 30 мг/л. Время кон$
такта 15 мин, объем 50 мл, рН=3
Таблица 1. Параметры уравнений для определения концен$
трации аскорбиновой кислоты. Коэффициент
корреляции ~0,997
ДОС – диапазон определяемых содержаний; A – значение опти$
ческой плотности; с – концентрация аскорбиновой кислоты, мг/л.
На основании проведенных исследований была
разработана методика твердофазно	спектрофото	
метрического определения аскорбиновой кислоты,
которая апробирована при анализе экстрактов ра	
стительного сырья.
Методика определения. Аликвоту анализируемо	
го раствора с содержанием аскорбиновой кислоты
0,5...5 мг вносили в колбу вместимостью 50 мл, соз	
давали рН=3,0 цитратным буфером и разбавляли
дистиллированной водой. В раствор помещали
пластинку полиметакрилатной матрицы, модифи	
цированную ДХИФ, и перемешивали в течение
15 мин. Затем пластинку сушили между листами
фильтровальной бумаги и измеряли оптическую
плотность при 550 нм. Содержание аскорбиновой
кислоты находили по градуировочному графику.
Методика была апробирована при анализе ас	
корбиновой кислоты в соковом напитке «Да» (Из	
готовитель – ООО «СП Нидан – Экофрукт») и эк	
стракте шиповника. Экстракт шиповника готовили
по методике [8. C. 239]. В качестве метода сравне	
ния при определении аскорбиновой кислоты в эк	
стракте использовали титриметрический метод [8].
Использование иодатного метода для окрашенного
образца сока представляло трудности, поэтому для
оценки правильности результатов определения ас	
корбиновой кислоты в соке применяли метод «вве	




















Рис. 4. Зависимость оптической плотности полиметакрилатной матрицы с иммобилизованным ДХИФ при 550 нм от концен$












дено – найдено». Результаты, полученные при при	
менении обоих методов, согласуются (табл. 2).
Выводы
Исследовано взаимодействие аскорбиновой ки	
слоты с иммобилизованным в полиметакрилатную
матрицу 2,6	дихлорфенолиндофенолом. Разработа	
на методика твердофазно	спектрофотометрическо	
го определения аскорбиновой кислоты, позволяю	
щая анализировать интенсивно окрашенные образ	
цы, например, экстракты растительного сырья.
Работа выполнена при финансовой поддержке Российского
фонда фундаментальных исследований, грант № 090390758
(моб_ст).
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Таблица 2. Результаты определения аскорбиновой кислоты
(n=3, P=0,95)
n – число опытов; P – доверительная вероятность; sr – стан$
дартное квадратичное отклонение.
Объект
Вве$
дено,
мг/л
Найдено
Предлага$
емый
sr, %
Титриметри$
ческий
sr, %
Экстракт шипов$
ника
–
(0,29±0,09)
мг/100 г
12,3 0,293±0,004 0,6
Соковый напиток
«Да» (указано на
упаковке 9
мг/100 мл)
–
(10±3)
мг/100 мл
11,9 – –
10
(22±4)
мг/100 мл
7,5 – –
